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論 文 内 容 要 旨
腎疾患 による維持透析件数 は年々増加 し続けているが,そ のことが医療費増大の一因となることや透析
療法によりもたらされる合併症などの問題より,透 析導入件数を減少させることが急務 となっている。透
析導入に至 る主な原因 は慢性腎不全であるが,慢 性腎不全へ移行する原疾患としては原発性糸球体腎炎が
最 も多いので,糸 球体腎炎の病態および発症機構の解明とその進展を抑制する薬剤の開罪が強 く求めうれ
て いる。
糸球体腎炎 の発症 および進展機構 は現在 で も解 明されていない部分 が多 いが,多 くの腎炎 では生体外 由
来の,あ るいは生体内 の抗原 に対 す る免疫 応答反応 が発症要因であ ると考 え られている。免疫応答反応 の
結果 と して起 こる糸球体 を場 と した炎症反応,す なわち浸潤 した炎症細胞 や糸球体 のメサ ンギ ウム細胞 の
活 性化 によ り糸球体 係締が障害 され る。 次 いで,メ サ ンギ ウム細 胞 はplatelet-derivedgrowthfactor
(PDGF)な どの刺激 により過剰 に増殖 し,さ らにメサ ンギ ウム領域 の細胞外基賓蛋 白質'(6xtracellular
matrixprotein;ECMP)が 増加す る。 こう したいわゆるメサ ンギウム増 殖病 変 は多 くの慢 性 腎炎 で認
め られ るが,糸 球体 硬化へ進 む と糸球体機能 は極度 に低下 し,最 終 的には慢性腎不 全 に至 って しま う場合
が多 い。 したが って,メ サ ンギ ウム増殖病変 に関与 す る因子 を解析 し,こ れを阻害する物質を探索すれば,
糸球体 腎炎 の進展 を抑制 す る薬 にな る可能性が ある。 メサ ンギウム増殖 性腎炎 の動物 モデル と して はラ ッ
トの抗Thy-1抗 体惹起腎炎 モデルが広 く使われている。 この モデルでは,メ サ ンギ ウム細 胞表 面 に発 現
す るThy-1.1分 子 に抗Thy-1姉 体が結合す ることによ りメサ ンギ ウム細胞 が障害 され,糸 球 体 に限極
した炎症反応 に続 いてメサ ンギウム細胞の増殖 とECMPの 増生が顕著 に認 め られ る。 しか し,ヒ トの病
態 との相違点 も指摘 されてお り,そ の病態を解 析 しモデル としての有用性 とその限界 を見極 め るこ とは,
糸球体 腎炎 の発症 および病態進展機構を解明す る上 で,ま た薬の候補物 質の評価系 として活用 す る上 で重
要 で ある。
こう した趣 旨により本論 文 にお いて は,は じめに抗Thy-1モ ノクローナル抗体(OX-7)に よつ て惹
起 した腎炎 モデルの特性 にっ いて論 じた。 すなわち,こ の腎炎 モデルの糸球体 において増加 す るECMP,
お よびその腎組織切 片上 にお ける発 現量 と糸球体機能 や障害の指 標 との相関 にっ いて解析 した(第1章)。
また,OX-7を1回 投与 す るだ けで は病変 が可逆的 に回復す るため,OX-7を 多数回投与することにより,
腎炎 が慢性化 して腎不全状態へ進 行す るか どうか検討 した(第2章)。 さ らに,メ サ ンギ ウ ム増殖 性 糸球
体 腎炎 の薬 と して適 用 しうる化合物 について論 じた。すなわ ち,慢 性 腎不全適用剤 と して有望で ある経 口
吸着薬chitosan-60ateddialdehydecellulose(chitosanDAC) .のOX-7惹 起 腎炎 に対す る作用 につ い
て検討 し,こ の化合物 の有 用性 について考察 した(第3章)。 また,PDGF受 容体 の自己 リン酸 化 を阻 害
す る新規quinoliμe誘 導体 を筆者 らが見 い出 した9で ・ これを用 いてメサ ンギ ウム細胞増 殖 に対 す る作 用
並びにOX-7惹 起腎炎に対する作用について解析 し,腎 炎の進展を抑制す る薬 としての可能性 について
論 じた(第4章)。
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第1章 抗Thy-1抗 体惹起 腎炎 にお ける糸球体 内ECMPの 増生 と病態
ラッ ト胸腺 を免疫原 として作製 された抗Thy-1.1モ ノク ロー ナル 抗体(OX-7)を ラッ トに1回 尾
静脈内投与す ると,投 与 して8日 後 においてメサ ンギウム細胞 の増殖 およびECMPの 顕 著 な増生 が観 察
され た。尿中蛋 白量 および血 中尿素窒素(BUN)もOX-7を 投与 して9日 後 において最 も高 い値 にな っ
た。 しか し,28日 後で はこれ らの所見 は全て ほぼ正 常 と同様 な程度 にまで回復 した。OX-7を 投与 して8
日後 にお いて は,糸 球体中でfibronectinの 発現が顕著 に増 加 し,正 常糸 球体 で は発現 が認 め られ な い
typeIcollagenが 発現 することが蛍光抗 体法 に よる染 色 の結果 明 らか にな った。TypeIVcollagenや
lamininに つ いて は発現 の増加 は認 め られなか った。糸球体 中 にお げ るこれ らのECMPのmRNAレ ベ
ル も各ECMPの 発現 と同様 な傾 向である ことがribonucleaseprotectionassayに よ る検 討 で 明 らか に
な った。 腎皮質凍結切 片上 のtypeIcollagen量 をenzyme-linkedimmunosorbentassayと 同様 な原
理 による新 規な手 法を用いて測定 した結果,OX-7を 投与 して9日 後の値 は正常対 照群 に比 べ有意 に増 加
した。 固体別 にみ ると,こ のtypeIcollageh量 は尿 中蛋 白量,BUN値,お よび血清中 コ レス テ ロール
値 と正 の相 関を示 し,creatinineclearanceと 逆相 関を示 した。 したが って,、OX-7投 与後 の糸球体 内 に
おけ るtypeI.collagenの 発現 は,糸 球体障害および糸球体濾過 機能 低下 と密接 に関連 して い る ことが
示唆 された。
第2章 抗Thy-1抗 体反 復投与 による慢性腎炎モデルの作製検討
抗Thy-1抗 体(OX-7・)を1回 投与す る ことによ り誘発 される腎炎 は可逆的1に回復す るので,腎 不全
への進行機序 につ いて解析す るには適 さないモデルで ある。 そ こで,OX-7を 反復投 与 す る こ とによ り,
ヒ トの慢性腎炎 のよ うな病態 にな るか どうか検討 した。
ラッ トにOX-7を1週 間 間隔で計5回 尾静脈 内投与 し,経 過観察 を行 った。 尿 中蛋 白量 は初 回投与 後
か ら徐 々に上昇 し,5回 投与 して45週 後 においても回復 しなか った。一 方,BUNな ど糸 球体 濾過 機能 の
指標 は顕著 に増悪す ることはな く,5回 投与 して45週 後 において も腎機能低下 には至 らなか った。糸球体
にお け るtypeIcollageb,fibronectin,お よびECMP産 生 充進 因子 で あ るtransforminggrowth
factor一 β1のmRNAレ ベルは,OX-7を5回 投与 して4日 後で は顕著 に増加 したが5週 後 では正常対 照
群以下 にな り,mRNAレ ベルのdownregulationが 起 こって いる ことが示 唆 された。 また,5回 投与 し
て4日 後 か ら45週 後 までの時期 に,全 糸球体の ケち20～30%に おいて糸球体 係締 とボーマ ン嚢 との癒着 病
変 が観察 された。 この病変 は糸球体が障害 されてか ら修復 され る過程 にお いて異常 な形態 に再構築 され た
も.のと考 え られ る。OX-7を 反復投与す ると強い糸球体障害が起 ごり,・蛋白尿 が持続 して非可逆性 の病 態
に至 ったが,結 果 的に腎不全状態へ進行 しな いことが明 らか にな った。 ・,
第3章 ・経 口吸着薬chitosanDACの 抗Thy-1抗 体惹起腎炎 に対 する作 用
ChitosanDACは 消化管内で尿素 や・ア ンモニアなどの窒素含有物質 を吸着 し,体 外 へ排 出 させ る経 口
吸着薬で・慢性腎不全患者へ適用す るとい う用途 が考え られ る。Adriamycin投 与 により誘発 した ラ ッ ト
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の腎不全 モデルにおいて,こ の化合物がBUN値 の上昇 を抑制 し生 存 日数 を延長 させる ことが報 告 され て
、い るが,そ の作用機序 として上記 の吸着特性 あるい は未知 の機 序が関与 してい る可能性 が考 え られ る。1そ
こで,chitosanDACが メサ ンギウム増殖 病変 の進展 を抑制す る作用 があ るか どうかを明 らかにす る目的
で,抗Thy-1抗 体(OX-7)を 投与 した翌 日か ら連 日chitosanDACを 投与 した場合 の効果 につ いて検
討 した。
OX-7を1回 尾静脈内投与 したラ ッ トに,そ の翌 日よ りchitosanDACを 混 入 させ た飼料 を投 与 し,
OX-7を 投与 して9日 後 の尿,糞,血 液,お よび腎組織を採取 して各種検討 を行 った。 その結果,chitosan
DACの 投与 によ り尿 中蛋 白量 の増加 は顕著 に抑制 され,尿 量 も低下 した。 また,BUN値 の上 昇 も抑 制
され た。糞中 の水分含量 および窒素 含量 は増加 し,蛋 白質の見掛 けの消化吸収率 は低下 した。 腎組織 にお
いて は,糸 球体内 のtypeIcollagenお よびfibronectinの 発現 の増加 は抑制 されて お り,totalECMP
の スコア値であ るsclerosisindexも 低下 した。 さ らに,chitosanDAC投 与群 のbromodeoxyuridine
(BrdU)取 り込 みを指標 と した糸球体 内増殖細胞数 はOX-7を 投与 して6日 後 において有 意 に減少 して
お り,メ1サ ンギ ウム細 胞の増殖 が抑制 される ことが示唆 された。す なわち,chitosanDACは メサ ンギ ウ
ム増殖性 腎炎 に対 してその発症 および進展 を抑制 し,腎 不全へ の移行 を遅 らせ る可能性 が示 唆された。
第4章PDGF受 容体 自己 リン酸 化阻害作 用を有す る新規qulnoline誘 導 体 のメ サ ンギウム細 胞増 殖 に
対 する作 用
ヒ トのメサ ンギ ウム増殖性 腎炎や その動物 モデルの糸球体 においてPDGFが 発現 し,メ サ ンギ ウム細
胞 に発現 しているPDGFβ 受容体 に結合す ることによ り,メ サ ンギ ウム細胞 の増 殖 を引 き起 こす ことが
示唆 されてい る。PDGFを は じめ とす るい くっゐ・のgrowthfactorの 受容体 に リガ ン ドが結合 す る と,
受容体 砂rosinekinasedomainに よ り受容体 自身 のtyrosineが リン酸化 され,以 降の シグナ ルが伝達
される。筆者 らによ・って見 い出されたquinoline骨 格を持つ新規化合物Ki6896([4一(孟 θrかbutyl)phenyl]
{4一[(6,7-dimethoxy-4-quiholy1)oxylpheny1}methanone)は,PDGF刺 激 によ る培養 ラッ トメ
サ ンギ ンウム細胞 のPDGF受 容体 自己 リ渚酸化を低濃度か ら阻害 した(IC3。=0.31μM)。 また,NIH3T3
細胞 のbasicfibroblastgrowthfactor受 容体 の自己 リン酸化 に対 して も阻害作 用 を示 した が(IC3。=
3.1μM),epidermalgrowthfactor受 容体 およびinsulinβ 受容体の 自己 リン酸化 は阻害せず,protein
kinaseC,proteinkinaseA,MAPkinase,お よ びMAPkinasekinaseな どtyrosinekinase以 外
のproteinkinaseに 対 して も阻害作用 を示 さなか った。 さらに,Ki6896は 培養 メサ ンギ ウム細 胞 のPD
GF刺 激 による[3H]一thymidine取 り込 みを濃度依存的 に抑 制 し,PDGFと 血 清刺 激 に よ るメサ ンギ ウ
ム細胞 の増殖 に対 して も細胞毒性を発現 す ることな く抑制効 果を示 した。ox-7投 与翌 日、よ りKi6896を ・
ラ ッ♪・に連 日経 口投与 した結果,OX-7を 投 与 して6日 後 のBrdU陽 性 増殖細 胞数 は有 意 に減少 した。
OX-7を 投与 して9日 後 にお け・る糸 球体 のscleおsisindexも 低下 したが,こ の時期 の糸 球体 内 にお ける
typeIcollagenお よびfibronectinの 発現 に対 して は変化 は認 あ られ なか った。Ki6896投 与後 の血 清
中 にはZη 痂roに お けるメサ ンギ ウム細胞 のPDGF受 容体.の自己 リン酸化 阻害活 性があ るこ とか ら,∠ π
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ひ`ooにおいても同活性によりメサ ンギゥム細胞増殖が抑制されたものと考えられる。また,Ki6896は ラッ
トに対 し体重増加抑制などの外見上の毒性を全 く示 さず,小 腸における定常的な細胞増殖にも影響を与え
なかった。 メサ ンギウム細胞の増殖は腎炎において一般的に糸球体硬化 に至る以前に観察 されることが多
いので,こ の病変を特異的に抑制するKi6896に は腎炎の慢性化を予防する薬としての有用性が期待 され
る。
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審 査 結 果 の 要 旨
腎糸球体 におけるメサ ンギ ウム細胞 の増殖 とメサ ンギ ウム領 域 におけ る細 胞外 基質 蛋 白質(ECMP)
の過剰 な増生 は糸球体 腎炎 の進展 に密接 に関 わる典型 的な組織病変で ある。 本研 究 は,糸 球体 腎炎 に適 用
す る新規 な薬剤 を開発 す ることを 目的 と して,ラ ッ トに抗Thy-1モ ノクローナル抗(OX-7)を 投 与 す
ることによ り誘発 され るメサ ンギ ウム増殖性腎炎モデルにっいてその病態を解析 し,さ らに,メ サ ンギ ウ
ム増殖病変 を抑制 す る化 合物 の作用機序 につ いて解 析 した もので ある。
OX-7を ラ ッ トに1回 尾静脈 内投与 して8日 後 において糸球体内のtypeIcollagenお よびfibronectin
の発現 の増加,蛋 白尿,お よび糸球体濾過率 の低下 が認 め られたが,こ れ らの病変 は全て28日 後 には可 逆
的に回復 した。 そ こで,OX-7を1週 間間隔で計5回 反復投与 して約1年 後 までの経過観察を行 った結果,
持続性 の蛋 白尿 が認 め られ るものの腎不全 には至 らな いことを示 した。 ラ ッ トのOX-7惹 起 腎炎 モデル
は,糸 球体 内 にECMPが 増生 し蛋白尿 が出現す るな ど ヒ トの腎炎 の病態 と類似 してい るため,こ れ らの
病変 の解析 に は有 用であ るが,腎 不全へ の進展機構 にっいて解析す るには適 さないモ デルであ ることを明
らかに した。
Chitosan-coateddialdehydecellulose(ChitosanDAC)は 尿素 やア ンモニアなどに対す る高 い吸 着
活性 を有 す る経 口吸着薬 で,糸 球体硬化 に対 し抑制 作用 を示す可能性が ある。そ こで,OX-7を 投与 して
1日 後 か らchitosanDACを 混餌投与 し,本 化合物が メサ ンギ ンウム増殖 病 変,特 に糸球 体 内 にお け る
typeIcollagenお よびfibronectinの 増生 を抑制す ることを示 した。 これ らの結果 か ら,chitosanDAC
を慢性 腎疾患患者 に適用 した場合 に糸球体硬化への進展 が抑制 され る可能性 を示唆 した。
Platelet-derivedgrowthfactor(PDGF)は 腎炎患者 のメサ ンギ ウム増殖病変 に関与 してい る こ とが
示唆 されてい ることか ら,PDGF受 容体 とbasicfibroblastgrowthfactor受 容体 の 自己 リン酸化 に対
して比較的特異的 な阻害作用 を有す る新規quinQline誘 導体Ki6896の メサ ンギウム増殖病変 に対 す る作
用 につ いて棟討 した。 その結果 本化 合物 がOX-7惹 起 腎炎 におけるメサ ンギ ウム細 胞 の増殖 を特異 的
に抑制す る ことを示 し,Ki6896の メサ ンギ ウム増殖性腎炎への進展 を抑制す る医薬 にな る可 能 性 を示唆
した。
ラ ッ トの メサ ンギウム増殖性腎炎モデルを活用す る ことにより,腎 炎 に適用 されている既存 の薬剤 には
な い特性を有す るchitosanDACを 見出 し,ま た,メ サ ンギ ウム増殖病変 を特 異 的 に抑 制 す る作 用 を も
っKi6896を 見 出 した ことは,腎 炎 に適用す る新 たな薬剤へ の展望を開 いた とい う点 で意義深 い知 見 で あ
る。
よ って,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認 める。
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